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Sum1nary 
Pr℃sent investigation was undertaken for searching the optimum conditions to produce 
5にnucleotidesfrom RNA, using the fluid culture of A1onascus puψureus as an enzyme 
source. 
1. A relationship between nucleolytic enzymes and the culture age was studies. 
In four of five media examin巴cl,a mode of changes of enzymatic activities during cultiva-
tion was similar. Thus, non”specific acid phosphatase and nuclease capable of digest” 
ing RNA to 5にnucleotidesappeared from the logarithm phase and reaehed a maximum at 
the ons巴tof the stationarγphase and thereafter disappeared rapidly. RNase capable of 
digesting RNA to 3＇欄nucleotidesappeared gradually from the early stationary phase and 
maintain巴da constant activity after the middle stage. 
2. The more sugar content in the medium, the nuclease activity appeared the later, 
but could b巴retainedthe longer during cultivation. 
3. As compar℃d heat stability of the nuclease in sodium acetate buぽer(pH 5.5) with 
those in the reaction mixture, the former was mor℃ labile than the latter. Also, the nu幽
clease was more stable than the RNase. Non開specificacid phosphatase ＼叩Soptimally 
active at 40°0, but inactive at 70°0. 
4. Y cast RNA was dcgr、adedat 70°0 in sodium acetate buffer (pH 5.5) with the fluid 
culture of riee bran as an enzyme soure. The digestion products were found to be 5に
nucleotides by separation with a Dowex eolumn followed by identifieation. 
繍
j互作，食，w，仁 Ji に；L·いて lf~I沫成分の aつであるら’一又クレオチ I" の ll日発は J干しく j住み，その使
用は国内にj，，いて定~（i' Lてきている. 14rj1l) ;Jコ、よびr!tJちら2)（丸ヌクレオチドの化学総i在と民味
伎との関係を次のようにti~ ｛＇；·している．すなわち， スクレオチドがiヨ味 ~J.'i＇・つためには， (1)初i
本級会の火装は，昭和43Jfl立白水虫よ；・化学会fil日本文郎大会において96ぶしたの
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の5’のfなi段にリンl喰モノヱステノレを持つこと， (2) .l];.U1~がプリンであること， (3) J:f;V1~ の 6 fな
がノk隊法であることを必須条件としている． この条件を満足するヌクレオチ iごとして， 5’ー グア
ニル般， 5＇－イノシン般， 6’ー キサンチノレ般， 5＇－デオキシグアニノレ i後， グーデ、オキシイノシン般，
5’ー デオニドシキサンチノレF俊などがF戸げられる．
これらの行味をねーっ 5’ーヌクレオチ iごを多 i1l：に仰るために’'.kl筏に使川j されている Ml~ば， J1i!U\
した核般を微生物の磁体外昨ぷで加水分解する核i後分WWU:,微生物のlA:i~f!主にヌクレオシ iごを









れほスクリーニングやJ庁長条！小：L・ J；び反応~f'I:・ ＇＂！：：$＇.えることに J:IJ' l二1iGO）条件のいくつかを；，：む
すこともできるからである．
r)ljf読めによjJ・いては， M.ρIllアurcusのJ庁長ilkにLtRNAを町一λ クレオチ Fにする昨ぷ， スクレ
ァーゼを；；；－むことを述べたが，本十世にふ、いては，み； i'.i\i の収益泌が絞般分併rl~ の 1Wぷ拡｛として平l]Jll
される可能性について検討・したがはミをi3・I改する．すなわち，強いヌクレアーゼ出子！：を似るための
11止迎Jp,:1~条件や l1X: ！必反応条件を求めるとともに， 111.'i~if主に／1i]ll,＼：に合まれる RNas巴やJI：特災的l喰
性ホスブァタ一七、の1=.J式あるいは日t~： 1n1 える JiWについてf~ ， j.j" した ＊8民合！＆·＜ る．
実験材料および方法
jtZ析にはi!UX:のセ＼Jブγン紙をIJl.'Jlした. 2’一（3’…）又クレオー チ F, 5’又クレオチ 1.-・, RNAは
いす；ILも9U人パノレブ社製である．
培地：以，，.5つのJ必J阪を使＇.Ilした．
I) 3 9oブスマ， 306グルコース， 0.1% KN03, 0.1 % MgSO~ ・ 7H20, 0.1% NaCl I!) J;".'l出i
0）ツス γ を＇fji謎伎の人；.if.カスに［伐さ換えた． II) J，~： J也 1 のブスマ ~＇；1［，濃度の米 1 カに［伐さ換え
た. IV) 3 06グルコース， 0. 5汚ベプトン， 0, 5クタ肉エキス， 0.5俗的jヲー エキス， 0.1% MgS04・
7H20, 0.1 % CaCl2・2Hz0,0.2% KN03, (pH6.2) V) 3 06グルコース， 206ベプトン， 0.2% 
NH4HzPO,J. 0.1 % MgS04・7H20,0.01% CaC12・2H20,0.2% KN03, (pH6.0) 
｝自の J;li：必rt と：n1.1~r. ぷ波の訓製法は！日ijf~3）で述べた）ii公に i\f；じた．
酵素活性測定法：ヌクレアーゼ、ふ、よび RNase ik/1:iJlJ Ji: rl~ .:i≫ J；び鮮ぷ lit仇，全般）M丹·111：決定r1~
はj刊誌で述べた）jfJ3）に従った． デ、アミナー ゼ、j斤1：は， 5’ーアデ、ニル般の）］見アミノ化に fl って :t~·
こる！吸光度 255mpの減少を測定することにより決：むした． すなわち， lOmM 5’ー アデニノレ倣
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スファターゼ活性測定には， disodium p-nitrophenyl phosphate (J'1・ 1!化学社製）を法問とし，
昨ぷ反応後進出張した ρーnitrophcnol を；j;)T ；レカリで発色し 400m/l に :t~＇ ける！！及光！St の W1J111 によっ
て；<EMする Laskowskiの方法1）をJいた．すなわち， 0.OlM 1~'1：般ソー夕、＇＊?lfilli液（pH 5.0) 1 ml, 
0.001 M disodium少nitrophcnylphosphate 1.2 ml，目予，{if支O.lml,J兇イオ－ン；円！＜ 0.7mlカ、1？なる昨F必
l又i.:r1長3.0mlヲr37° Cでlら分1¥Jf足討nlしfこf変｛こ 0.6NNaOH 3ml守：）JI!えfこ. NaOHな添加する
ことによって反応液ば；）；）アルカリ性となり， IJT-：ぷhi.I.ι（jl";・: 1：する． そ；ILとともに1=.J1X:した P暢
nitrophcnolを発色できる．的ぷ活性；；し 1:.1立した f>-nit1可）hcnolによる 400m11のl吸光伎のJNJ/l 
を測定することにより決定した．
RN A 分解物の分離と同定： i~~Jr；による RNA 分W1I!/pj （ま， Cohn らの方法5）に従って Dowcx
1×2を使Jfすることによって分自If:した．すなわち， lOmgのRNAを貯水分解した後に政アンモ
ニアで pH8にし水で 10i討に語釈しあらかじめ 0.005 Mギ、般で子fil化した Dowex1×2カ
ラム（0.8 ×Gem）に！汲 ~·＇（ させた． ！及J守したヌクレオチドをごr般とギ、般アンモンのil!lJ支を段i終的に
上げながらj子n1を行なった. i~ /Ii！主を分lflした後に，そのi汲）も！克 260111/1をiJ!I／主した． 分断i：した
ヌクレオチトー のhiJ定は， 2’一（3’一）ヌクレオチド， Sー ヌクレオチドをマー カー として一！二ir.1と同じ条
flqごでカラムク 1:1 マトグラブィーを11' ない， z千ヌクレオチドがir~111 したJ訪政？を比較寸hることによ
り，あるいは11,,（般で渋 111液の pH~ 2に Fげた後に， 250,260, 280, 290 D1/J.にふ、けるi吸）＼＇.；｝交を決lj
定し 250/26011/1, 280/260 D1/I, 290/260 D1/1. の比を鉱山 Ll1iJ Jiごした．
実験結果
種々の天然培地と酵素活性との関係： M.purpu1・eusをiが也I～Vに接持し 30°cで州転阪と
うよ計主主主？行なった． 一定1!1'1¥JごとにNi養液を取り Ilし ヌクレアー ゼ， RNase, ~／： q·.＼：災的般·ti：ホ
スファターゼ1斤院を測定した． Fig. 1にぷすように， i九：J血 V を除いた 4 つの J白地に:t~＇ ける際主持
活性の変ITU1パター ンは， 活性の~rt＼必， 持続）Jのi毛主任はあるが原則的にづ立していた． すなわち
RNasc （土閣のr'fiIl:JDJより J在地に＇l＇.成され， その後一定のf，可'1l:f1｛（を維持していた． ， ヌクレ




を1l!UIJしたJt}{t-,c誌のJl:.fl'はJ；・引自NのJ.,}{:j-とほとんど変らなかったが， J;'f l也＂＇には RNasei!'/1: 
のみしか検Iiできなかった．
培地の糖含盤と酵素活性との関係：ヌクレアーゼが収1~1/1 に火店ーしていくことはすべての土庁地




3 96から 5必にi二げてli'：長L，そのん1：養液rj1のヌクレアー ゼ、mn：を比較すると，私＇f7.:itiJ'{:iい場
合にはヌクレアーゼ、f；引恨の 11\J'J~ はふ、くれたが， m·1恨の持続）JI士長くな ！） ' しかも椛JilI, Ifな｛応
用したときの活性変動パターンに似てきた．
ヌクレア…ゼ， UNaseおよび非特異的酸性ホスファターゼの熱安定性と至適温度： 1l刊誌3）に
:t~＇いてヌクレアーゼ、活字i：の fiJ1＆＇泌伎が 10°c Hillに！＇J.{1：することを lij］らか』こしたが，ここでは
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Fig. I. Chnngcs of activities of nucleolytic e1ト
zymcs《luringcultivation 
klonascus fmゆ1re1swas cultivated at 30°C 
on a rotary sliaker in the following media. 
M吋iumI; 3% wheat bran, 3% glucose, 
0.1% KNOa『 0.1% MgS04・7H20,and 
0.1 % NaCl. Medium II; Replaced wheat 
bran in medium I with 3%, rice bran. Me綱
dium III; Replaced wheat bran in medium 
I with 3% clcfat<:'d soy bean. Medium 
rv; 3% glucose, 0.5% polypepton, 0.5% 
meat extract, 0.5 % yeast extract, 0. l % 
MgS04・7H20,0.1% CaCl2・2H20,and 
0.2% KN03 (pH 6.2). Medium V; 3% 
glucose, 2% polypcplon, 0.2% NH4波2P04,
0.1% MgS04・7H20,0.01% CaCb・2H20,
and 0.2%相官03(pH 6.0). 
0-0 ; nuclease ⑧一一⑧； RNase
ムー ムー；non叩 ecificacid phosphatase 
1 
4 
Cultivation time (day) 
Fig. 2. Effect of initial sugar concentration in the medium I 
on the nuclease production 
’The mold was cultivated at 30''C on a rotary shaker. 
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RNA存：｛E下でこのn;u立にむける l'i5分桁製ヌクレアーゼと RNaseの安定ti：について述べる．す
なわち， 0.83醇ぷlji｛なのヌクレアーゼと RNaseを｛＞；＂tJ'終腿皮0.05M訴i：般ソーダ級衝il主（pH5.5)
と0.49らRNAi夜1）主を70° c で1~u1:it した． ‘定l!i'l/IJごとにこの幣ふ訂作放を取り /1しすぐに 37°c 
で RNA 分解約·1~1：を測定した．また， 1：..；氾の昨ぷi災i皮から RNAを除いたものについても熱安定
例：を調べた．本実験は70° c に：:L＇ける絞filli液 rj:r と醇I~反応j立行け10） ヌクレアーゼ？と RNase の熱安
定・itを比較するために行なったものである. Fig. 3にぷすようにヌクレアーゼのj見介， JiH1.:J♂よ
び分解'i＝.成物が｛f.{1：する降水反応液のブJが，絞fili皮だけの貯水よりも 2的根j交安定であることが
わかる． そして 70°Cで昨ぷ反応進行qrのヌクレアーゼ、ば約 15分1m・v1：を持続した． i礼儀lこ
RNase O)J功合， 鮮品；反応j並行rjのy,Q作ilitl:I土緩衝液qrのものより向いが， ヌグレアーゼ、の場合
より 1立初から急激に火活してきた． しかし 10分以後にはむ円i：の低｜ごは緩慢になった． RNaseの
熱に対する央部述！立がこのように2祁知｛l-(1：する関！:klとして， 部分和製した RNasef；~｛ 1i', 1j1には







L, 5’ー ヌクレオチ Fを得るためには，地主主液中に向いヌクレア－－tr丹｛ノ！：を{l；んでいることが必
必であるが，さらに 5’ーヌクレオチドの1:.1戊をaJr.Y.する降ぷ，すなわち RNaseやJI：特異的i張、ti：ホ
スファターゼをfr.まないことも＇if:'≫Iーである． これまでのところ，そのような条1：を制す椛養液を
1!＼ることはできなかった. 5’ーヌクレオチ！リ！と！ぷに対する Wi主的~~伽の活性が比絞的低く， しかも
ヌクレアーゼ、活性が比較的r:'iい培養液は， I在地取の米ヌカを使mした幼子？であろう． しかし本的：
































60 0 30 
Incubation at 70℃（min) 
Fi日.3. Ell一cctof heat on stabilities of the nuclease and RNasc 
The nuclease and RNase preparations with 0.83 
enzyme units were mixed both in 0.05M sodium acetate 
huller (pH 5.5) and in 0.4% RNA containing the same 
bu日er,and incubated at 70°0. At inter、ァals,an aliquot 
of the solution was taken out and measured immcadiatcly 
RNA”digesting activity at 37°C. 
Left; the nuclease in 0.05 M sodium acetate bufI、円
(pH 5.5) （⑮……e), and 0.4% RNA containing the 
same buffer ( 0－一0).
Right; the RNasc in 0.05M sodium acetate bu汀er
(pH 5.5) （＠一一⑫）， and 0.4% RNA containing the 
悶 mebuffrr (0-0). 
0 .3




40 GO 80 
Temperature （℃） 
Fig. 4. Effect of tempctalure on non-specific acid 
phosphatase 
60 
それぞれ20, 1. 4, 0. 4であった． また， J:,-1，：主主波の~－~，~l';;-01：とともに I[（裂であるのは隙京反応条




.:h、，ヌクレア一ゼ、， EミNas巴，話1:4寺3建的 l唆·VIγJ；スフアタ一ゼ、の冗ri~草 pH に；h、ける f舌，VJ：を 100 とした
とき， pH5.5にふ、ける活性はそれぞれ98, 60, 85，である．
また，ヌクレアーゼ、活性のCf.ji! il~Un'. 7 0° Cに心、いて， RNaseio＇ よびJH·H·~的駿·jif：ホスファター
ゼ、活性はそれぞれのf緊迫温度の 10形と O96しか働かず， しかもこのi'ulf立では不安定である． し
たがってこの反応i/,1t皮は， 5’ー ヌクレオチ Fn:.iff~ のための好条件であるといえる． なL＇，関手；~mt
































↑ 50 t t 
③ ω ＠ 
Fraction no (lfrac.口 5ml)
Fig. 5. Separation of nucleotides obtained by digesting RNA with the fluid 
culture 
Digcstio日 productswere applied to a Dowcx 1×2 column and 
eluted stcpwiscly with the following bu汀Cl・－
⑦ 0.005 M formic acid, 50 ml ① 0.0 I M formic acid, 200 ml 
③ 0.004 M formic acid and 0.04 M formate, 150 ml ① 0.1 M formic 
acid and 0.05 M formate, 200 ml 
Aふmlfraction was collcctcd at a flow rate of 5. 8ml per hour. 
(a) Authentic nucleotides (b) Digestion products 
Abbreviation used; CMP, cytidylic acid AMP, aζlcnylic acid 
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JTjいた．
以tのことを考慮し次の条例ユで RNAを分解した．すなわち，両手京源としてi在地班でsn rm
艇とう防護した M.puゆureusの府養ろ液を 1.0ml, 0.5 M j~j：般ソーダ綬fillj液（pH5.5) 1.0 ml, 1此イ
オン水 2.25ml，を混合し 70C に 5 分間｛泉純した後に 1.2% 双子~A を 1.25 ml加え反応をIJ仙台し






分取り，臨般で pH2に下げ， 250,260, 280, 290 mpに心ける吸光！立をiHIJ定 L, 250/260, 280/ 
260, 290/260 mp 0)1政光度の比からヌクレオチドをおl定した．また， 1iiH~3）で述べたようにこE タ
ノール：側般： ill~アンモニア系を民llll 斉lj とし各ヌクレオチ F洲分をペーパークロマトグラフィ
を行ない，移動！立をγ ーカーと上七絞することにより同定した． この結~·~，本カラムクロマトグラ
フィで分断した 4つのヌクレオチ Fは， すべて 5’ー ヌクレオチ Fからなると判明した． このが；
＊は，本反応条件1、・では， RNaseはまったく働いていないことを示すとともに， 5’ー シチジノレ般
のl1iにピークが，i:告められないことから， ;Jl:!f~； YMt'-.Ji牧·~！： ;J; スファターゼ、もほとんど｛＇（：JI] しなかっ
たことを；立1床している． な;lo', 本クロマトグラフィーにふ、ける RNA分解物の同収不は9596で
あった．
考 察
羽イ1:5・ー スクレオチ FJ）工業1WUti'i.に係mされている方法は，核俄分M法と醗防止・で・ありjiITj:fi・ 
の優劣はその純H'i'VI：にかかっている．醗酵rtでは， Jf＼：：地にi反核ーヌクレオテ Fを帯都させるのでな
く， denovo lこイノシンを合成し培主主液に諮る＇lさせる． しかし得られたイノシンは， その:j,lfのS’
1i'Uこりン般化を行なわなければlj~I沫・1：はない． このリン般化は邸主 8096以上のi院本で行なうこ
とができるので，あ＇ f};j，取JU！のイノシンの茶店u誌が本法の経済n：をたれする鍵となる. ~｝j，核
酸分解法［ま il＼＇~1＝.物の椛後波を国｝，おお｛として！日｛料RNAを加水分解し， 5＇－ヌクレオチ Fを得る方法ー
であり，その純itr・VI：をλ：イ了する設l士郎;flRNAのfil絡が採っている．近＂＇＂－，干 i1hを原料とし酵母
を~＇＇·践する方法が開発され，隣町の fil日絡，ひいてはそれから抽出される RNA の f11fi絡の低下が期
待されている．現：｛E：，調味料が町一スクレオチドの法大の；M'!Jl：を，ljめているが，核般分解法によ
り！l:.Jt{(される 5’ー ヌクレオチ Fの内， 'il.IJ;fとti::iと持つのは 5＇－グアニル酸だ！？である． S’ー アデ、ニル
般は脱アミノ化することにより 5＇－イノシン般に変え，史 l床ti：分として不lj川されるが，残る 5’ーシ





このためには以：i安官m，悦ぶ化学j，、よび核l喰化学分盟j，の 11~ ！礎的な知識を f!j＼る必I}Jiがある．水産｛の
椛に！珂しては， フスマ ,t，，よび米コウジによる間体総養ではヌクレアーゼは＇I＇.成されず，液1*t~'f義ー
によって生成される．しかし府議中のヌクレアーゼ活性の変動は激しし椛養液を隣家源とし








ーゼ川三成をある程度促進したり抑制することはできる． しかし， RNase や~I＂特典的酸性ホスファ
ターゼを完全に合まず，高いヌクレア－-i・、活性を持つ培養液を調製することは凶難であろう． し
たがって，本商の椛養液を使用した場合．原料RNAを効率よく 5’ー ヌクレオチ iごとして！日i収で
きない懸念があったが， 70°C, pH5.5で RNAの分併を行うとほとんど 5’ーヌクレオチドとし
て＠J況できた．これは RNas巴や~1：特典的酸性ホスファターゼが火活，ないし活性が抑えられ，
もっぱらヌクレアーゼのみが RNAを分解したことを意味している．これを成し遂げた妥悶は高






Monascus purpur・eus の椛養液をrnn~源に RNA を加水分解し 5’ーヌクレオチ F を得るための段
通条件を求めた．
1. 5つの天然消地を使用し椛養則！日i！？のヌクレアー ゼ， RNase，非特異的般事I：ホスファター
ゼ活性の変動を調べた．この紡；思：， 4つの培地にふ、いてこれらの酵素活性の変動パターンは原則
的に一致していた・すなわち， RNaseは1'H1l二期初期より生成され，以後は一定の活性｛｜反を保持
した．ヌクレアーゼと ~J:!f~＇呉 i'l':J般性ホスブアターゼ、は対数j切から~！ミ成され静止Jg]般i ！羽に lt立大の活
tl:1fi'［を取り以後は急迷に火活していった.Jfいた1:¥'.1ニ1.!のうち，＊ヌカをfl;it.Ii在地で地養したJI寺が
ヌクレアーゼ、活性が強く， RNase と ~1:q守災的自主性ホスファターゼ活性の低いt帝養液が~fi＼られた．
2. 培地中の柿合：泣をWI力IJすると，ヌクレアーゼ活性の社PJlはb＇くれるが， J奇養rf:rの酵采活性
の持続ti：は長くなった．
3. 部分粉製ヌクレアーゼと RNaseの緩衝液中と反応液中の熱安定性について調べた紡糸， fl可
隊ff~二とも反応液 1t1 の静誕の方が熱に対して安定であった・ この場合いずれもヌクレアーゼの方が
RNaseよりも耐熱性であった．
4. )jミヌカを使用した培養液を務系源とし， 70°C, pH5.5で RNAを分解した．その分解生成
物を Dowex1×2カラムクロマトグラフィーにより分自ft 同定した紡糸， RNAはすべて5’ー
ヌクレオチドに分解ーされていることがわかった．
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